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RESUMO

A necessidade de cultivo de determinadas espécies em diferentes ambientes faz
com que os estudos de viabilidade e germinagéo de sementes sejam cada dia mais
importantes e requisitados. Sementes de Croton blanchetianus e Jatropha curcas,
estas ultimas com adi¢ao de silica gel, foram mantidas refrigeradas em embalagens
de polipropileno e ao abrigo da luz. Em intervalos de 4 meses para C. blachetianus e
de 3 meses para J. curcas, amostras de sementes foram retiradas para avaliacdo da
respiracdo das sementes, da concentracdo de carboidratos e proteinas soluveis
totais, amido, aminoacidos livres totais, teor de 6leo, sacarose, glicose e frutose,
bem como o teor de agua, viabilidade e porcentagem de germinagdo. Com o passar
do tempo de estocagem, as sementes de C. blanchetianus apresentaram aumentos
significativos em suas taxas de germinacao e a estocagem com silica gel nao alterou
negativamente a germinagdo as sementes de J. curcas. O tempo de estocagem
também n&o afetou o teor de 6leo em ambas as espécies. Independente da espécie
estudada, as taxas de respiragdo apresentaram uma diminuigdo significativa com o
passar do tempo de estocagem, mesmo que o teste de tetrazodlio tivesse mostrado

gue as sementes se mantiveram viaveis durante todo periodo de estocagem.

Palavras-chave: biocombustiveis, pinhdo manso, marmeleiro, estocagem de
semente, teor de 6leo



ABSTRACT

The need to cultivate certain species in different environments makes studies of seed
viability and germination become more important and required each day. Seeds of
Croton blanchetianus and Jatropha curcas, the last one with the addition of silica gel,
were kept refrigerated in polypropylene containers and protected from light. At
intervals of 4 months for C. blanchetianus and 3 months for J. curcas, seed samples
were taken for assessment of seed respiration, concentration of soluble protein and
carbohydrates, starch, free amino acids, oil content, sucrose, glucose and fructose,
as well as the water content, viability and germination rate. It was observed that in
the course of storage, seeds of C. blanchetianus showed significant increases in their
germination rates and storage with silica gel did not significantly affect the
germination rates of J. curcas seeds. The storage time did not affect the oil content in
both species. Respiration rates of both species showed a significant decrease as the
storage time has passed even with the tetrazolium test has shown that the seeds

remain viable throughout the storage period.

Keywords: biofuels, physic nut, quince tree, seed storage, oil content.
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1.INTRODUGAO

Em geral, as sementes apresentam mecanismos naturais que evitam ou
favorecem a germinacdo de acordo com o ambiente no qual se encontram.
A necessidade de cultivo de determinadas espécies em diferentes ambientes faz
com que os estudos de viabilidade de sementes e germinagao sejam cada dia mais
importantes e requisitados. No caso de sementes que apresentam dorméncia,
diversas técnicas, como fervura, escarificacdo mecanica e/ou quimica, podem ser
satisfatérias para a obtencdo de uma boa taxa de germinacdo. Por outro lado,
algumas espécies, apresentam um elevado teor de agua em suas sementes, o que
torna impraticavel sua estocagem por médio ou longo prazo. Nesse caso, uma
alternativa seria a diminui¢gdo do teor de agua das sementes de forma a diminuir
suas taxas respiratorias, mantendo-as viaveis por mais tempo. O marmeleiro (Croton
blanchetianus Ball) € um bom exemplo de espécie que apresenta sementes com
dorméncia, devido a imaturidade do embrido coletado com a deiscéncia do fruto.
Por outro lado, o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € um exemplo de semente que
por reservar uma grande quantidade de agua, apresenta uma baixa viabilidade,

guando estocada.

A manutencao da viabilidade e vigor das sementes é de extrema importancia,
uma vez que sementes inviaveis ou que produzem plantulas anormais ndo sao de
interesse dos produtores. Para se testar um grupo de sementes se encontra viavel,
alguns testes podem ser empregados. Estes podem ser diretos, como por exemplo
o teste de germinacéao, ou indiretos, como o teste de tetrazélio. Dentre estes, o teste
do tetrazédlio tem destaque, pela qualidade e rapidez na determinacado da viabilidade

das sementes.

Considerando a problematica frente a quebra de dorméncia e estocagem das
sementes, o0 conhecimento detalhado sobre técnicas que possibilitem
a germinagdo, mesmo depois de um periodo de estocagem, pode ajudar a criar
ferramentas e/ou técnicas que auxiliem no desenvolvimento de estratégias de

armazenamento ideal com a conservacao da viabilidade das sementes.
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E neste prisma que o presente trabalho se pauta, uma vez que pretende
estudar os eventos bioquimicos envolvidos durante a estocagem e viabilidade de

sementes de duas espécies de Euphorbiaceae.
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2.FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1.ESTOCAGEM DE SEMENTES E ATIVIDADE RESPIRATORIA

A estocagem de sementes € uma pratica comum e necessaria entre
produtores em todo 0 mundo uma vez que as sementes produzidas podem nao ser
imediatamente comercializadas ou prontamente germinadas. A possibilidade de
utilizagcdo de sementes em qualquer época do ano da ao produtor a oportunidade de
programar sua utilizagdo para momentos que melhor atenda suas necessidades ou
as condi¢des edafoclimaticas da regido (VIEIRA et al., 2007). Ademais, em eventos
de instabilidade na balanga comercial dos paises, a estocagem de sementes se
torna uma pratica quase que obrigatéria (JUNQUEIRA; MORABITO, 2008), uma vez
que pode levar a conquista de melhores mercados num cenario levemente posterior
aquele da colheita. Além disso, uma superprodugcdo de sementes pode gerar
prejuizos ao produtor, caso o mercado esteja saturado ou na ocorréncia de eventos
préprios das balangas comerciais dos paises produtores; fato que é agravado
quando da auséncia de mecanismos eficientes de armazenagem e logistica
(JUNQUEIRA; MORABITO, 2008). Visto que a qualidade das sementes interfere na
taxa de crescimento da plantula, e, como consequéncia na sua produtividade, se faz
necessario o estudo das particularidades da espécie em questdo, para que ela
possa ser mantida sob condigdes favoraveis ao armazenamento seguro, sem perda
significativa de viabilidade (OLIVEIRA et al., 1999).

O potencial agronbmico e a longevidade das sementes sdo variaveis
genéticas intrinsecas da espécie ou cultivares. Estas caracteristicas determinam,
entretanto, como sera a interagcdo destas sementes com o ambiente na sua
adjacéncia. Mesmo quando estocadas, as altas temperaturas do ar ou mesmo
aquelas existentes no interior dos armazéns de estocagem, bem como a umidade
relativa do ar sdo os maiores problemas enfrentados pelos agricultores nas regides
tropicais (BILIA et al., 1994). Varios autores observaram decréscimos na viabilidade
e no vigor das sementes durante o periodo de armazenamento (MACEDO; GROTH,;
SOAVE, 1998; CORVELLO et al., 1999; FREITAS et al., 2000; PADUA; VIEIRA,
2001; ALVES et al.,, 2006; MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013) e essa
deterioracéo € associada principalmente, a temperatura e umidade elevadas durante
a estocagem (MCDONALD, 1999; PUKACKA; RATAJCZAK; KALEMBA, 2009),
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embora, esse mesmo efeito tenha sido verificado em sementes de pinhdo-manso
estocadas a 4°C (MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013). Portanto, a umidade
relativa do ar, a temperatura e também o tempo entre a colheita
e a germinagédo, sao fatores fundamentais no que diz respeito a conservagao das
sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; CATUNDA et al., 2003; SANTANA;
CARVALHO, 2006; MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013).

A respiracao celular € um processo natural das células vivas, pois a partir dela
as células obtém a energia (ATP) vital para a realizagdo das reagdes bioquimicas
que permitem a germinacao e desenvolvimento do embrido (BROWSE; MJLLER,;
RASMUSSON, 2010). Sabe-se, entretanto, que a atividade respiratoria reduz-se
fortemente durante os estadios latentes da semente, quando ela se torna basal, mas
significativa (BOOTH; SOWA, 2001). Contudo, durante o periodo de maturacéo,
a atividade respiratéria das sementes é fortemente intensificada, uma vez que os
orgaos de reserva precisam de um maior suprimento energético (VERTUCCI,
LEOPOLD, 1984). Entretanto é durante o processo de germinacdo de sementes
oleaginosas que boa parte dos compostos de reserva armazenados sdo consumidos
via Ciclo do Glioxalato, associada ao Ciclo do Acido Citrico (THEODOULOU;
EASTMOND, 2012) com o aumento ainda mais pronunciado da atividade
respiratéria. Todavia, € comum a acado de microorganismos saprofiticos durante
a estocagem de sementes (MORENO-MARTINEZ; RIVERA; BADILLO, 1998), fato
que pode provocar o aquecimento das sementes armazenadas (KANO; MARQUEZ;
KAGEYAMA, 1978), bem como a redugdo drastica na viabilidade
e vigor destas (ROBERTS, 1973; KANO; MARQUEZ; KAGEYAMA, 1978; FOWLER;
CARPANEZZI, 1998; BRAZ; ROSSETTO, 2008).

A atividade respiratéria do embrido € diretamente influenciada por fatores
como o teor de umidade e a temperatura onde as sementes foram estocadas.
Em geral quanto maior a temperatura e a umidade relativa, maior sera a atividade
respiratéria do embrido (KANO; MARQUEZ; KAGEYAMA, 1978; ELLIS; SIMON;
COVELL, 1987; DAHAL; KIM; BRADFORD, 1996; AMARANTE et al., 2007).
Harrington (1972), afirma que a manutencdo da baixa temperatura no periodo de
estocagem da semente possibilitaria o prolongamento da viabilidade das mesmas,
uma vez que levaria a reducdo da atividade das enzimas respiratérias e, por

consequéncia, uma maior longevidade. Por exemplo, ao serem armazenadas sob



18

temperaturas entre 0°C e -20°C, sementes de cana-de-agucar mantiveram seu
potencial germinativo por até cinco anos (CUENYA; ROMERO; CHAVANNE, 1998;
PRASAD; BALASUNDARAM, 2006). Em sementes de Jatropha curcas parece que
a simples estocagem a baixas temperaturas ndo assegura a viabilidade da semente
(MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013). Provavelmente essa inviabilidade do
embrido pode ser causada pelo elevado teor de agua nas sementes de J. curcas,
~18% (MONCALEANO-ESCANDON et al., 2013).

Por outro lado, a exemplo de Passiflora cincinnata, o armazenamento das
sementes pode ser uma alternativa para a superagao da dorméncia (MELETTI et al.,
2005; EL-KEBLAWY; AL-RAWAI, 2006; ZUCARELLI, 2007) uma vez que estas
podem apresentar imaturidade fisioldgica, de forma que o embrido precisa concluir
seu processo fisioldgico de maturagdo para que entdo possa ser considerado apto

a germinar.

Diante da importancia econémica e ambiental de diversas espécies, a perda
dos compostos de reserva das sementes durante o armazenamento deve ser
minimizada. Nao ha como evitar a deterioracdo da semente (BERNAL-LUGO;
LEOPOLD, 1998); entretanto, com o uso de técnicas adequadas é possivel retardar
a velocidade com que isso ocorre (RAO; SINGH; RAI, 2006; SCALON; MUSSURY;
LIMA, 2012). Um exemplo classico disso é a redugdo do teor de agua de sementes
para prolongar seu periodo de armazenamento (DOIJODE, 1995; SCHMIDT, 2000;
NAGEL; BORNER, 2010). Acredita-se que essa técnica deva assegurar
a manutencdo das reservas e a qualidade do processo germinativo (CATUNDA et
al., 2003; MARTINS; SILVA; MELETTI, 2005).

2.2.JATROPHA CURCAS L.

O género Jatropha, pertencente a familia Euphorbiaceae, possui mais de 170
espécies com distribuicao irregular nas regides aridas e semiaridas tropicais das
Américas, Africa e Asia (SINGH; PANDEY; SINGH, 2013), podendo ser encontrada
em maior escala na porgao tropical do globo e em numero reduzido nas regides
temperadas (HELLER, 1996; GUBITZ; MITTELBACH; TRABI, 1999; ARRUDA et al.,
2004; SATURNINO, 2006). O género destaca-se por apresentar grande importancia

econbmica, uma vez que possui varias espécies reconhecidas por seus usos
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medicinais, ornamentais, bem como empregadas como cercas-vivas, em varias
partes do mundo (LEAL; AGRA, 2005). Sua madeira e as cascas dos frutos podem,
ainda, ser utilizadas em fornalhas e producéo de carvao vegetal (ARRUDA et al.,
2004; SATURNINO et al, 2005). Em paises Africanos, € comum
a utilizagdo do 6leo das sementes na preparagao de velas para iluminagao,
sabonetes e também na medicina popular (WATT; BREYER-BRANDWIJK, 1962).
No Brasil, as espécies do género Jatropha ocorrem em areas secas do Cerrado e da
Caatinga. Dentre estas espécies se destaca a Jatfropha curcas L., a qual sem duvida
€ a espécie mais importante economicamente. Dependendo do habitat, podem ser
encontradas na natureza plantas de J. curcas variando desde pequenos arbustos
com poucas folhas a grandes e frondosas arvores (SUNIL et al., 2013), com alguns
casos podendo chegar a mais de 5 metros de altura. Apesar de ainda ter seu centro
de origem indeterminado, acredita-se que J. curcas seja nativa da América Central,
embora a espécie se encontre bem disseminada e adaptada nas regides que
compreendem a América Tropical, Asia e Africa (HENNING, 1999). No Brasil,
a espécie ocorre naturalmente nas regides Sudeste, Centro Oeste, Nordeste
e Norte, além dos estados de Goias e Minas Gerais (EPAMIG, 2003).

Conhecida popularmente como pinhdo manso, J. curcas pode ser cultivada
sob diversas condi¢des climaticas, sendo encontrada em areas que apresentam
precipitacées entre 250 e 3000 mm anuais (FOIDL et al., 1996; ACHTEN et al.,
2008). Varios estudos fisiolégicos com J. curcas afirmam que
a espécie apresenta tolerancia ao déficit hidrico (MAES et al., 2009; ACHTEN et al.,
2010; POMPELLI et al., 2010; MAES et al., 2011; RANJAN et al., 2012) ou mesmo
salino (CAMPOS et al., 2012) e, quando comparada com outras culturas, apresenta
um rendimento significativo de semente em qualidade aceitdvel mesmo em solos
desprovidos de um eficiente sistema de irrigacdo (ABOU-KHEIRA; ATTA, 2009).
Assim, J. curcas tem sido considerada como uma boa opcao de cultivo em areas
marginais, com solos degradados, de baixa fertilidade ou mesmo pedregosos
(NUNES, 2007). J. curcas é uma cultura perene, contribuindo assim, para
a conservagdo do solo (ABOU-KHEIRA; ATTA, 2009), recuperacdo de areas
degradadas (ACHTEN et al., 2010) e para o controle da erosdo (REUBENS et al.,
2011). Por se desenvolver bem em solos que apresentam baixo potencial para

a agricultura o plantio de J. curcas, ndao deve competir com outras culturas,
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especialmente as alimenticias, quanto ao uso e aproveitamento do solo (POMPELLI
et al., 2011). Ademais, diversos estudos apresentam que o 6leo das sementes de
J. curcas pode ser considerado como matéria prima promissora para biocombustivel
de segunda geracdo, ie. biocombustivel produzido por espécies néao
comercializadas para alimentagdo humana (FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005;
POMPELLI et al., 2011; KUMAR; CHAUBE; JAIN, 2012; PANDEY et al., 2012), e por
este motivo vem sendo cultivada em diversos paises, como Africa do Sul, China,
Zimbabué e india (BEHERA et al., 2010; JINGURA et al., 2011; WANG et al., 2011;
EVERSON; MENGISTU; GUSH, 2013).

Em areas de cultivo comercial, a depender da qualidade do solo
e condi¢gdes de umidade, J. curcas inicia sua vida produtiva ja no primeiro ano de
cultivo, podendo se manter viavel economicamente por pelo menos 30 anos
(OPENSHAW, 2000; FRANCIS; EDINGER; BECKER, 2005). Naturalmente,
a capacidade de produgao de 6leo é menor em plantas jovens ou nas em processo
de senescéncia. Assim a maior capacidade produtiva do pinhdo-manso €, em geral,
atingida em plantas com pelo menos 5 anos de idade (TIWARI; KUMAR; RAHEMAN,
2007). A espécie chega a produzir de 0,4 a 12 toneladas de 6leo ha' ano’
(ACHTEN et al, 2010) a depender das condigdes do clima e de solo.
Suas sementes contém entre 25 e 54% de o6leo (RATREE, 2004; PAYAWAN;
DAMASCO; PIECCO, 2010; POMPELLI et al., 2010; SUNIL et al., 2013), um dleo
com uma grande concentragdo de acidos graxos insaturados (~73%) (PRAMANIK,
2003), os preferiveis pelas industrias de biodiesel (MONCALEANO-ESCANDON et
al., 2013). Esse fator, quando associado as caracteristicas previamente relatadas,
tém garantido a espécie um lugar de destaque entre as plantas candidatas como
alternativa para as industrias de biocombustivel (OPENSHAW, 2000; TIWARI,
KUMAR; RAHEMAN, 2007; POMPELLI et al.,, 2011; PANDEY et al., 2012).
Na india, h4 um grande incentivo para a producédo de J. curcas, a exemplo do
projeto ‘New Millennium Indian Technology Leadership Initiative’. Este projeto tem
como objetivo avaliar a sustentabilidade dos diferentes tipos de solo e condigbes
edafoclimaticas para o cultivo econdmico da espécie em diversos habitats (SINGH;
SINGH; RAO; et al., 2013; SINGH; SINGH; SHUKLA; et al., 2013). Enquanto isso, no

Brasil, o Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel (PNPB) tem
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apresentado o 6leo de J. curcas como um potencial candidato para a producéo de
biocombustivel (NEGRELLO; ZENTI, 2007; DUARTE, 2008).

2.3.CROTON BLANCHETIANUS BAILL

O género Croton, o segundo maior e mais diverso da familia Euphorbiaceae
(GOVAERTS; FRONDIN; RADCLIFFE-SMITH, 2000; BERRY et al., 2005), possui
uma distribuicdo pantropical, mesmo que a maior parte dos seus representantes se
desenvolva nas Américas. O género apresenta cerca de 1200 espécies, das quais
cerca de 350 ocorrem no Brasil (BERRY et al., 2005; CARNEIRO-TORRES et al.,
2011). Como caracteristica do género, as espécies apresentam grandes
quantidades de compostos alcaloides e aromaticos (MILANOWSKI et al., 2002;
LOPES et al.,, 2003). Muitas espécies apresentam latex com propriedades
medicinais (SANDOVAL et al., 2002). Sua madeira é utilizada para a construgao de
cercados nas fazendas ou mesmo para a producao de lenha devido ao grande poder
calorifico que apresenta (SANTANA, 2009).

Croton blanchetianus Baill, conhecido popularmente como marmeleiro preto
ou simplesmente marmeleiro, possui um porte arbustivo podendo chegar a 6 metros
de altura. Floresce nos meses de junho (SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES,
2009), embora essa fenologia possa ser ligeiramente alterada em funcédo das
variagdes climaticas (Pompelli MF; manuscrito em preparacgéo). A espécie apresenta
folhas simples, eliptico-ovais, pilosas, com aroma que lembra o 6leo de pinho,
providas de estipulas grandes, especialmente nos ramos jovens. As flores sao
pequenas, esbranquicadas, em espigas terminais. O fruto, em forma de capsula,
possui um formato arredondado e coloragdo esverdeada, apresenta tricomas
e deiscéncia explosiva, com até trés sementes oleaginosas, de cor preta e brilhantes
(LORENZI; MATQS, 2002).

C. blanchetianus € uma espécie exclusivamente brasileira, muito comum na
regidao Nordeste do Brasil, sendo uma espécie amplamente dispersa, com
populacdes densas em vegetacdo de Caatinga, bem como nas bordas das florestas
serranas do estado de Pernambuco (GOMES, 2006). Por seu grande potencial
pioneiro, a espécie ¢é considerada, por alguns autores, como sendo

o principal arbusto colonizador das caatingas sucessionais do Nordeste (BRITO,
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2010). Um exemplo disso é o fato de que a espécie raramente
€ encontrada em areas nao antropizadas, o que a torna importante na regeneragao
de areas degradadas, uma vez que, como planta pioneira, podera ocupar nichos
inéspitos para outras espécies, tornando o ambiente propicio para a continuidade da
sucessao ecoldgica (SANTANA, 2009).

Dentro destes argumentos, é desejavel que haja mais estudos acerca das
caracteristicas fisiolégicas das sementes de C. blanchetianus, principalmente
quando levado em conta a intensificacdo do desmatamento e aquecimento global,
€ sua capacidade de tornar-se uma espécie modelo para o estudo das variagdes do
clima sobre a Caatinga (Pompelli MF; manuscrito em preparag¢ao), bem como seu

possivel potencial para utilizagdo na producao de biocombustivel.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.MATERIAL VEGETAL

Frutos de Jatropha curcas foram coletados de plantas adultas, com idade
meédia de oito anos, oriundas de um cultivo experimental na Universidade Federal de
Alagoas (09°28'00”S; 35°49'41”0, 131 m asl), no municipio de Rio Largo, AL.
A regiao é caracterizada por apresentar clima tropical umido com precipitagao anual
meédia de aproximadamente 1500 mm, com estagao chuvosa entre os meses de abril
e agosto (POMPELLI et al., 2010). As plantas foram provenientes de um banco de
semente, abrangendo uma ampla variedade genética. O espagamento entre as
plantas foi de 2 x 2 m, totalizando, aproximadamente, 2500 plantas por ha.
Anualmente, durante a estacdo chuvosa, cada planta recebeu 170 g de fésforo como
superfosfato simples. Para equilibrar as taxas de S-SOu, transportadas pelo fosforo,
foi utilizado gesso. As taxas de N e K20 foram de 350 e 170 g por planta, aplicadas

como uréia e cloreto de potassio, respectivamente.

Frutos de Croton blanchetianus foram coletados de plantas com idade média
de 10 anos, em uma area de regeneragao natural localizada na Fazenda Riacho do
Papagaio (8°48'39"S; 36°24’010, 660 m asl), situada no municipio de Sao Joao, PE,
Brasil. A identificagdo da espécie foi feira por um profissional da area e seu exemplar
depositado no herbario UFP. A regido apresenta clima mesotérmico com
precipitacdo anual média de aproximadamente 550 mm, tem como meses mais
chuvosos maio e junho, e temperatura média de 22°C (AGRITEMPO, 2013).

Para ambas as espécies estudadas, os frutos foram coletados em sacos de
papel e encaminhados ao Laboratério de Ecofisiologia Vegetal (LEV) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram devidamente
processados e suas sementes armazenadas conforme metodologia descrita para
J. curcas (POMPELLI et al., 2010).

3.2.ESTOCAGEM E AVALIACAO DAS SEMENTES

As sementes de J. curcas foram armazenadas em caixas plasticas do tipo
gerbox (110 mm x 110 mm x 35 mm), contendo silica gel, onde uma gerbox
representa uma unidade experimental, composta por 500 mg de sementes para

cada grama de silica gel. As caixas foram, entdo, hermeticamente seladas com
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Parafiim® (Millipore Corporation, Billeria, MA, USA) e envoltas com duas folhas de
papel aluminio para protegcdo contra a entrada de luz. Todas as caixas foram
mantidas em refrigerador a uma temperatura de 4 + 2°C. A cada dois meses, as
caixas gerbox foram abertas, em ambiente escuro, para a troca da silica gel.
Para C. blanchetianus, as sementes foram mantidas refrigeradas até o uso em
frascos de polipropileno selados com Parafiim® e ao abrigo da luz (POMPELLI et al.,
2010).

3.3.GERMINACA DAS SEMENTES

Em cada um dos tempos previamente descritos, sementes foram retiradas do
sistema de estocagem e deixadas para germinar em caixas tipo gerbox forradas com
trés camadas de papel mata-bordo, embebidas com 5 mL de agua deionizada
autoclavada acrescida de Mycostatin® (100 mg/L), a fim de evitar o crescimento de
fungos. As sementes foram previamente esterilizadas em solugédo de NaClO a 1%
por 10 minutos e posteriormente lavadas trés vezes em agua destilada. As gerbox
foram, entdo, transferidos para camara de crescimento com temperatura ajustada
para 25,5 + 0,5°C e fotoperiodo de 12 horas suportada por ldampadas fluorescentes
do tipo Sylvania cool-white (cool white lamps; Osran Sylvania, Danvers, MA, USA)
com intensidade luminosa total de 40 pmol fotons m=2 s-'. A avaliagdo da germinagéo
foi realizada diariamente até que nao se verificasse germinagao por num periodo de
pelo menos 10 dias consecutivos, conforme recomendacdo de RANAL; SANTANA
(2006). Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes, com 50 sementes cada.
Ao final, foram calculados a percentagem de germinacdo (G) o tempo médio de
germinagao (TMG) e a sincronia da germinagao (E) com o auxilio do programa
GerminaQuant versdao 1.0 (Pompelli MF; Manuscrito em preparagdo). Para mais
detalhes dos calculos ver MIRANDA et al. (2013).

3.4.TEOR DE AGUA

Para a quantificagdo do teor de agua nas sementes (TRA), em cada um dos
periodos descritos anteriormente, trés repeticbes com aproximadamente 10 gramas
de semente de J. curcas e 2 gramas de semente de C. blanchetianus foram pesadas
ainda frescas, secas em estufa a 105°C por 24 horas, quando se estimou seu teor

de agua conforme metodologia descrita por (VERTUCCI, 1993).
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3.5.POTENCIAL HIiDRICO (¥,,) DAS SEMENTES

O potencial hidrico das sementes foi quantificado com a utilizacédo do Medidor
de Potencial Hidrico do Ponto de Orvalho (mod. WP4C; Decagon Devices, Pullman,
WA, USA), onde as sementes tiveram suas testas levemente trincadas a ponto de
permitir a passagem da agua, segundo recomendacdes do fabricante para uma fiel

avaliacao do potencial hidrico. Os valores foram obtidos em MPa.
3.6.TEOR DE OLEO

Para a analise do teor de 6leo, as sementes foram desidratadas em estufa
a 48°C por 48 h e posteriormente maceradas, com o auxilio de nitrogénio liquido,
a fim de se obter um po fino. O éleo foi extraido com n-hexano em Soxhlet por 8 h
[mais detalhes, ver AHMAD; HUSAIN; OSMAN (1981)]. Posteriormente, o solvente
foi evaporado em um evaporador rotatério, e o 6leo obtido armazenado em frascos
ambar sob congelamento (-20°C). A porcentagem de Oleo das sementes foi

calculada pela razdo de massas.
3.7.RESPIACAO DAS SEMENTES

Em intervalos de 3 meses para J. curcas e de 4 meses para C. blanchetianus
amostras de sementes foram retiradas dos sistemas de estocagem, e utilizadas para
mensuragao da atividade respiratoria por meio de um analisador de gases
a infravermelho (IRGA, mod. Licor 6400-XT; LICOR, Lincoln, NE, USA), utilizando-se
de uma camara de fluxo de CO2 (mod. 6400-09; LiCOR, Lincoln, NE, USA).
Para cada tempo de estocagem, 10 diferentes amostras foram utilizadas como
repeticoes. Em cada processo de mensuracdo da respiragao liquida, foram
realizados trés ciclos de 102 segundos, com intervalo de 2 segundos entre as
leituras. Durante esse tempo foi acompanhado o aumento na concentragao de CO:
dentro da camara. O CO:2 de referéncia foi calibrado, a cada medida, de acordo com
a concentragdo de CO2 do ambiente (~400 nmol CO2 m s'). A taxa de respiragéo

liquida é dada, portanto em pmol CO2 h'' g semente.

3.8.VIABILIDADE DAS SEMENTES

A viabilidade das sementes foi confirmada pelo teste de coloragao por azul de
nitrotetrazolio 0,075% conforme proposto por (BREWER, 1949). Nesta técnica,

tecidos mortos, ndo viaveis, ndo reagem com a solugdo, conservando a sua cor
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natural, enquanto que tecidos com atividade respiratéria se coram de vermelho
vibrante (POMPELLI; ALVES, 2010).

3.9.ANALISES BIOQUIMICAS

Nos mesmos intervalos descritos anteriormente, amostras contendo 10
sementes para J. curcas e 40 sementes para C. blanchetianus foram prontamente
congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente transferidas para freezer a -20°C,
onde permaneceram até o uso. Destas amostras mensurou-se a concentragdo de
carboidratos soluveis totais (DUBOIS et al., 1956), amido (TRETHEWEY et al.,
1998), proteinas soluveis totais (BRADFORD, 1976) e aminoacidos livres totais
(MOORE; STEIN, 1948). Todas essas analises foram determinadas com
espectrofotbmetro dual bean, com comprimento de onda ajustado para cada

metodologia pertinente.

Para uma analise pormenorizada das reservas, procederam-se a analise de
sacarose, glicose e frutose, como um fracionamento dos acucares soluveis totais
descritos anteriormente. Para tanto, o endosperma das sementes foi macerado em
etanol 80% e posteriormente determinado o teor dos acucares especificos através
de analise cinética especifica. Para tanto, o método descrito por STITT et al. (1989)
foi ajustado e usado neste trabalho. Uma aliquota do extrato foi agregada a um mix
contendo: tampao Hepes (50 mM;pH 7,0), MgCl2 (6 mM), NADP (0,25 mM), ATP
(1mM) e Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (1 U mL™"). Apds estabilizagao da leitura,
foi acrescentado hexoquinase (0,8 U mL"), fosfoglucoisomerase (1,6 U mL™")
e invertase (8 U mL-"), com intervalos de tempo adaptados para cada determinagéo,

a fim de quantificar os teores de glicose, frutose e sacarose, respectivamente.

3.10.ANALISES ESTATISTICAS

Os a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO;
WILK, 1965) e o teste de Brown-Forsyth usado para avaliar a igualdade das
variancias (BROWN; FORSYTH, 1974). Na sequéncia os dados foram submetidos a
uma analise de varidncia (ANOVA) e as médias foram contrastadas pelo teste de
Student Newman Keuls, ou teste t de student com nivel de significancia de 5%. As
analises estatisticas foram feitas a partir do software Statistica versao 8.0 (StatSoft,

Tulsa, OK, USA). Para os dados de germinacao, anteriormente a ANOVA, procedeu-
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~ X , . ~
se transformagao por Ar coseno ‘/ﬁ , onde x é a porcentagem de germinagao.

4. RESULTADOS
4.1.JATROPHA CURCAS

Verifica-se na Figura 1A que a germinagdo de J. curcas se manteve sem
alteracéo significativa (p = 0,275) até seis meses de estocagem. A mesma tendéncia
de estabilizacédo foi verificada em TMG e sincronia (Figura 1B e C). O TRA das
sementes de J. curcas (Figura 1D) apresentou uma queda significativa a medida que
o tempo de estocagem foi aumentado, corroborado pela forte correlagao entre estes
dois fatores (r = -0,899; p = 0,001). O Ww de J. curcas (Figura 1E) apresentou uma
drastica reducdo nos mesmos tempos (r = -0,930; p = 0,000). Nesta espécie,
enquanto que o TRA diminuiu cerca de 1,6% o Yw caiu cerca de 75% aos seis
meses de estocagem, quando comparados as sementes ndo estocadas (tempo

zero).
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Figura 1. Taxa de germinacgao (A), tempo médio de germinagao (B), sincronia (C), Teor Relativo de
Agua (D) e Potencial hidrico (E) de sementes de Jatropha curcas submetidas a diferentes tempos

de estocagem. Letras diferentes denotam diferenca significativa, ns = ndo significativo (p < 0,05).

A atividade respiratéria de J. curcas € mostrada na Figura 2. Verifica-se que
a atividade respiratéria das sementes estocadas por 6 meses foi de 15,9+1,6 mmol
CO2 h' g', com uma redugdo de 86% em relagdo a atividade respiratoria das
sementes ndo estocadas (112,86+6,02 mmol CO2 h™' g' semente). Mesmo com tal
reducdo na atividade respiratéria, as sementes se mantiveram vivas, como mostra

o teste de tetrazdlio (Figura 3A).
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Figura 2. Respiragdo das sementes de Jatropha curcas (painel superior) e Crofon blanchetianus
(painel inferior) submetidas a diferentes tempos de estocagem. Letras diferentes (minUsculas para

J. curcas e mailsculas para C. blanchetianus) denotam diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 3. Avaliagdo da viabilidade das sementes de Jatropha curcas (A) e Croton blanchetianus (B)
através do teste de tetrazolio. Tecido corado de vermelho indica atividade respiratéria e viabilidade

das sementes.

O tempo de estocagem nao ocasionou redugéao significativa (p = 0,805) no
teor de 6leo das sementes de J. curcas apos seis meses de estocagem (Tabela 1);
entretanto causou um aumento de 165% no teor de proteinas soluveis, 62,4% em
ALT e um aumento de cerca de 18% em AMI (Tabela 1) aos seis meses de
estocagem, quanto em comparagcdo as médias mostradas nas sementes nao
estocadas (tempo zero). Por outro lado, a estocagem causou uma sensivel redugao
(16,5%) em CST.
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Tabela 1. Teor de 6leo e concentragdo de Proteinas sollveis Totais (PST), Aminoacidos Livres Totais
(ALT), Carboidratos Soluveis Totais (CST) e Amido (AMI) em sementes de Jatropha curcas e Croton
blanchetianus submetidas a diferentes periodos de estocagem. Letras diferentes denotam diferencga

significativa (p < 0,05).

Tratamento Oleo (%) PST (g kg-1 MS) ALT (mmol kg-1 MS) CST (mmol kg-1 MS) AMI (mmol k-1 MS)
JOmeses 3528+0,2 a 3093+23 a 14,24 £1,3 b 350,64 £9,0 a 18599+9,6 b
J3meses 3505+045 a 78,72+3,6 a 19,80+ 1,8 a 257,03+17,3 b 156,20+5,3 c
J6meses 3469+08 a 8200+35 b 23,12+ 1,1 a 292,78+10,8 b 219,58 +2,2 a
COmeses 27,23+1,9 a 1859+272 c 48,17 + 3,7 a 213,33+229 a 178,93+20,9 b
C4meses 20,13+11 a 464848 b 36,80 + 2,2 b 193,73 +10,2 a 194,63 +13,3 b
C8meses 2232+1,8 a 43,93+4,9 b 25,41+1,8 c 186,19+8,9 a 14914 +1,9 b
C12meses 31,8743 a 6887+6,2 a 31,97 +2.2 bc 197,84 +25 a 248,82+14.1 a

No que diz respeito ao fracionamento de carboidratos, pode-se observar que
as sementes de J. curcas apresentaram um aumento de cerca de 50% na
concentracdo de glicose ao se comparar as sementes estocadas por seis meses
e aquelas sem estocagem (Tabela 2). Por outro lado, apés 6 meses de estocagem
as sementes dessa espécie apresentaram queda de 27,2% na concentracdo de
sacarose, enquanto que os niveis de frutose se mantiveram constantes durante todo

o periodo de estocagem das sementes.

Tabela 2. Concentragdo glicose, frutose e sacarose em sementes de Jatropha curcas e Croton
blanchetianus submetidas a diferentes periodos de estocagem. Letras diferentes denotam diferenca

significativa (p < 0,05).

Tratamento Glicose (mg Kg') Frutose (mg Kg™) Sacarose (mg Kg')
J 0 meses 5,35+ 1,10 b 2,69 £+ 0,80 4,85+ 0,23 a

J 3 meses 4,37 £ 0,90 b 2,10+ 0,30 5,48 £ 0,31 a

J 6 meses 8,12+ 0,39 a 3,62 + 0,20 3,53 0,21 b
COmeses 27,63+1,83 a 3,15+ 0,13 0,80 £ 0,03 a
C4meses 18,73+x215 b 0,75+ 0,09 0,67 £ 0,06 ab
C8meses 16,34+198 b 1,13+ 0,12 0,46 £ 0,04 b
C12meses 1536+2,12 b 0,81 £ 0,16 0,47 £ 0,08 b
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4.2.CROTON BLANCHETIANUS

Diferentemente do ocorrido com J. curcas, a germinagcao das sementes de C.
blanchetianus apresentou um aumento significativo no decorrer do periodo de
estocagem, com aumento de 13% e 16% aos 8 e aos 12 meses, respectivamente
(Figura 4A). Por outro lado e devido a baixa frequéncia de germinacéo aos 0 e 4
meses tanto TMG quanto a sincronia ndao foram afetadas pela estocagem, (Figura
4B e C). O TRA foi aumentado (Figura 4D) ao mesmo passo que o tempo de
estocagem, com uma elevagao de 1,6% aos 12 meses em relagdo as sementes nao
estocadas. O Ww destas sementes mostrou uma tendéncia de elevagdo com o tempo
de estocagem (r =-0,322; p = 0,678) (Figura 4E).
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Figura 4. Taxa de germinacgao (A), tempo médio de germinagao (B), sincronia (C), Teor Relativo de
Agua (D) e Potencial hidrico (E) de sementes de Croton blanchetianus submetidas a diferentes
tempos de estocagem. Letras diferentes denotam diferenca significativa, NS = n&o significativo
(p < 0,05).

A atividade respiratéria de C. blanchetianus € mostrada na Figura 2. Verifica-
se que a atividade respiratoria das sementes estocadas por 8 e 12 meses foi de
12844122 mmol CO2 h'' g' e 1017465 mmol CO2 h™' g, respectivamente, com uma
reducédo de 16% e 29% neste tempos quando em comparagédo a atividade
respiratoria das sementes nao estocadas. Igualmente a J. curcas, as sementes de
C. blanchetianus também se mantiveram viaveis durante os 12 meses de

estocagem, comprovadas pelo teste de tetrazélio (Figura 3).
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Mesmo com uma tendéncia de queda aos 4 e aos 8 meses o teor de 6leo nas
sementes de C. blanchetianus nao foi significativamente (p = 0,068) alterado com
a estocagem (Tabela 1). Por outro lado, nas sementes estocadas por 12 meses
a concentracadto de PST e AMI foram 270,5% e 39,1% superior
a concentracao verificada nas sementes nao estocadas. Nestes mesmos tempos,
o armazenamento das sementes de C. blanchetianus causou uma queda
significativa nos niveis de ALT (34%) e CST (7,3%).

O fracionamento de carboidratos de reserva em C. blanchetianus mostrou que
a estocagem das sementes levou a uma queda significativa nas concentragdes de
glicose, frutose e sacarose, com valores cerca de 1,7; 3,8 e 1,7 vezes menor ao se
comparar as sementes armazenadas por 12 meses com aquelas ndo armazenadas
(Tabela 2).

5.DISCUSSAO

MONCALEANO-ESCANDON et al. (2013) afirmam que as sementes de
Jatropha curcas apresentam um alto vigor, porém este pode ser rapidamente
perdido com o tempo de estocagem. Por outro lado, o presente trabalho mostrou
gue nao houve diferenca significativa nos parametros de germinacgao (i.e. taxa de
germinagao, tempo médio de germinagao e sincronia) dessa espécie, mesmo apos
seis meses de estocagem. Cumpre ressaltar que as percentagens de germinacgao,
mostrada no presente trabalho, sdo sensivelmente inferiores aquelas descritas por
MONCALEANO-ESCANDON et al. (2013). Uma possivel explicagcdo para essa
variagao pode ser devido a utilizagao de diferentes lotes de sementes nos diferentes
trabalhos ou ainda ter sido causado pelo alto indice de contaminacdo verificado
neste trabalho (dados ndo mostrados). Essa contaminagédo pode ter sido causada
pela possivel presenca de bactérias e fungos endofiticos associados as sementes
(Pompelli MF; manuscrito em preparacao). A sensivel estabilidade na germinagao ao
longo dos tempos, pode ter sido consequéncia da baixa umidade relativa dentro dos
gerboxes contendo silica gel, fato corroborado pela redu¢édo do TRA e do Ww das
sementes com a estocagem. Como € a diferenga de Yw que rege o movimento da

agua, uma vez que a semente apresente um WYw mais negativo a absorgéo de agua
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pela semente se torna mais eficaz, promovendo assim o inicio do processo

germinativo.

As sementes de Croton blanchetianus apresentam algum tipo de dorméncia
(E. L. Araujo, comunicagao pessoal), que deve ocorrer como forma de protegdo do
embrido contra o estresse hidrico constantemente presente na regido da Caatinga;
regiao onde C. blanchetianus € comumente encontrado (GOMES, 2006). Os dados
do presente estudo corroboram com esta afirmacdo, uma vez que as sementes de
C. blanchetianus apresentaram um aumento significativo em suas taxas de
germinagao apds um ano de estocagem quando comparadas as sementes recém
colhidas. O ganho de agua pelas sementes de C. blanchetianus (Figura 4D) pode
estar relacionado ao armazenamento em geladeira, um ambiente frio, porém umido.
Mesmo que sob baixas temperaturas, a atividade metabdlica das sementes de
C. blanchetianus tenha se reduzido, mas nao cessado, as mesmas podem absorver

agua do ambiente onde se encontram.

O teor de 6leo de ambas as espécies se manteve inalterado, porém elevado
(~35% e 25% em J curcas e C. blanchetianus, respectivamente)
independentemente do tempo de estocagem. Certamente, este € um dado
importante, uma vez que a utilizacdo da J. curcas como fonte de O6leo para
biocombustivel esta sendo cada vez mais incentivada pelos governos de diversos
paises (BEHERA et al., 2010; JINGURA et al., 2011; WANG et al., 2011; KUMAR;
CHAUBE; JAIN, 2012; PANDEY et al., 2012; EVERSON; MENGISTU; GUSH, 2013)
e a manutencdo deste frente a estocagem se torna essencial. A procura por
espécies oleaginosas alternativas a matriz energética mundial (POMPELLI et al.,
2011) também faz com que C. blanchetianus se destaque neste perfil. Nao se sabe,
entretanto, se o perfil de acidos graxos se manteve 0 mesmo em ambas as espécies

com o passar do tempo de estocagem.

A quantificagcao da atividade respiratéria € uma das metodologias amplamente
utilizada para se avaliar o vigor das sementes, uma vez que sdo mais sensiveis,
requerem menos material e ndo é um método destrutivo (MAESTRI; ALVIM; SILVA,
1998). Essa medigao pode ser feita de diversas maneiras, seja através do consumo
de O2, utilizando, por exemplo, o eletrodo de Clark, ou pela medicdo do CO:2
liberado, com a utilizagdo de um analisador de gases a infravermelho (IRGA)
(MAESTRI; ALVIM; SILVA, 1998). POPINIGIS (1977), afirma que o teor de umidade,
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a temperatura, a permeabilidade das membranas, bem como a tensado de oxigénio e
luz, vao influenciar a velocidade respiratéria da semente. Alguns trabalhos afirmam
que as alteragdes responsaveis pela queda do vigor reduzem a taxa respiratéria
(MENDES et al, 2009). No presente trabalho, foi observada uma redugéo
significativa na taxa de respiragédo das sementes de J. curcas e C. blanchetianus
(Figura 2) de acordo com o passar do tempo de estocagem, porém essa redugao da
respiragao, pelo menos em J. curcas pareceu nao afetar os parametros germinativos
avaliados. Esses dados sugerem que a forma como a qual as sementes foram
estocadas contribuiu para a manutencao da viabilidade da semente, e sem maiores

interferéncias no processo de desenvolvimento das mesmas.

Em ambas as espécies estudadas, observou-se uma reducdo na
concentracdo dos carboidratos soluveis totais, bem como um aumento
na concentragdao de amido; uma evidéncia circunstancial de que os carboidratos
soluveis estdo sendo consumidos para a manutengcdo do embrido ou entdo para
a conversdo em amido, que € um dos principais compostos de reserva dos vegetais,
para garantir o completo desenvolvimento do embrido e da plantula durante

0 processo de germinacao.

O aumento na concentragcdo de proteinas soluveis totais das sementes de
C. blanchetianus associado ao decréscimo na concentragdo dos aminoacidos livres
totais e a ndo alteragcdo nos valores médios de carboidratos soluveis totais
(Tabela 1) pode estar ligado ao fato de, possivelmente, a semente ndo estar
completamente desenvolvida. Como foi anteriormente descrito, as sementes de
C. blanchetianus apresentam algum tipo de dorméncia, portanto, de acordo com
esses dados, pode-se supor que uma possivel causa dessa dorméncia
€ a dispersdo da semente com o embrido ainda ndo completamente desenvolvido
onde o mesmo vai se desenvolvendo com o passar do tempo, vindo a estar apto
a germinar perto da proxima estagdo chuvosa, garantindo assim o0 seu
estabelecimento na area. Uma evidéncia circunstancial disso é o fato de que as
concentracbes de amido aumentaram ao longo do processo de estocagem,
indicando uma reserva de amido preparatéria para suprir o desenvolvimento da

plantula durante a germinagéo.

Pelo menos em J. curcas a diminuicdo das concentracbes de sacarose

associadas a elevagao das concentragdes de glicose e a tendéncia a aumento da
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frutose pode sugerir que a sacarose teria sido convertida em glicose
e frutose a fim de fornecer a energia para a manutengdo do metabolismo do
embrido, bem como para a biossintese de parede celular (ABID et al., 2009).
Em contra partida, o decréscimo nas concentragbes de glicose, frutose e sacarose
nas sementes de C. blanchetianus (Tabela 2) podem indicar que o embrido atingiu,
ou esta préoximo de atingir, o seu desenvolvimento completo. Essa afirmagao se
torna mais consistente ao se avaliar a taxa de germinacdo das sementes de
C. blanchetianus (Figura 2), onde foi observado um aumento com o passar do tempo
de estocagem, sugerindo que o0 embrido ainda ndo estava completamente

desenvolvido ao ser disperso.
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6.CONCLUSAO

A estocagem com silica gel foi eficaz em reduzir o teor de agua nas sementes
de Jatropha curcas, sem interferir negativamente na viabilidade e no teor de dleo
delas; A técnica se mostrou eficaz para o armazenamento das sementes de

J. curcas.

As sementes de Croton blanchetianus avaliadas no presente estudo
apresentaram indicios de imaturidade fisioldgica, o que pode ser a causado pela

dorméncia presente nas sementes dessa espécie.
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